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El aumento del promedio de vida del hombre ha ocasionado un 
incremento en la aparición de enfermedades neurodegenerativas. Una de las 
más comunes es la Enfermedad de Parkinson, la cual ocupa el segundo lugar 
después de la enfermedad de Alzheimer y se ha confirmado en el 0.2% de los 
decesos en el mundo según la Organización Mundial de la Salud1.  
 
En países desarrollados como Estados Unidos de Norteamérica (EUA), 
anualmente se diagnostica a 50,000 norteamericanos, y se cree que existe más 
de medio millón de personas afectadas sin saberlo debido a que se encuentran 
en etapa temprana o preclínica. En México se ha estimado en base a datos 
obtenidos del Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía Manuel Velasco 
Suárez que existen  al menos 500,000 pacientes en el país situando su 
prevalencia en un rango de 50 a 100 casos por cada 100,000 habitantes2. 
Evidentemente existe un subregistro, ya que los pacientes de áreas rurales 
tienen poco acceso directo a centros de atención hospitalaria. Además, es casi 
imposible obtener un número exacto de casos porque muchas personas en las 
etapas iniciales de la enfermedad consideran que sus síntomas son resultado 
del envejecimiento normal y no buscan ayuda de un especialista. El impacto 
económico en la sociedad estimado por la Fundación Nacional de Parkinson en 
EUA asciende a $5.6 billones de dólares anuales debido a un  número elevado 
de consultas anuales derivadas de la cronicidad del padecimiento, 
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medicamentos, pagos al seguro social, gastos para cuidar a personas 
incapacitadas y pérdida de ingresos. 
 
La EP, ya no es un problema de salud que afecte únicamente a 
población de la tercera edad. Actualmente se reportan casos entre los 26 y 40 
años de edad a nivel mundial, dato que hemos confirmado en la población (120) 
de pacientes con EP en la región noreste de nuestro país. Además,  la edad 
promedio de inicio de EP en nuestros pacientes es de 58 años con un rango de 
edad entre 26 y 83 años (datos no publicados).  
 
La EP se caracteriza por la muerte progresiva de neuronas 
dopaminérgicas de la sustancia negra pars compacta (SNpc) en el cerebro 
medio. Estas células producen el neurotransmisor dopamina, responsable de 
transmitir las señales entre la sustancia negra y el cuerpo estriado, de tal 
manera que la ausencia de dopamina provoca que las neuronas del cuerpo 
estriado actúen sin control, incapacitando al paciente para dirigir o controlar sus 
movimientos voluntariamente, apareciendo signos clínicos como: movimientos 
lentos, rigidez, temblor de reposo e inestabilidad postural. En la actualidad el 
diagnóstico de la EP lo hace un especialista apoyándose en ciertos criterios 
clínicos y análisis de imágenes. Sin embargo, el diagnóstico definitivo de la EP 
solo puede confirmarse mediante la autopsia ya que los signos característicos 
pueden encontrarse en otras enfermedades agrupadas como parkinsonismos 
atípicos. Generalmente, cuando un paciente es diagnosticado con EP ya ha 
perdido aproximadamente el 50 por ciento de las neuronas dopaminérgicas del 
cerebro medio y la concentración de dopamina en el cuerpo estriado ha 
disminuido en un 80 por ciento, lo que sugiere que el resto de las neuronas 
también están afectadas y por lo tanto morirán a pesar de administrar terapia 
neuroprotectora. Debido a que no existe una prueba para el diagnóstico 
temprano de la EP que permita administrar el tratamiento adecuado para 
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retrasar o detener la muerte de neuronas dopaminérgicas, decidimos analizar el 
proteoma del plasma sanguíneo humano. En este trabajo comparamos el perfil 
proteico del plasma sanguíneo entre individuos control y pacientes con 
enfermedad de Parkinson mediante geles bidimensionales con el fin de 








°C  Grados centígrados 
E2D  Electroforesis en geles bidimensionales 
M  Concentración micromolar 
mM  Concentración milimolar 
kDa  Kilodaltones 
g  Microgramo 
l  Microlitro 
ml  Mililitro 
ng  Nanogramos 
rpm  Revoluciones por minuto 
SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones 
desnaturalizantes 
SNA  Sistema Nervioso Autónomo 
SNC  Sistema Nervioso Central 
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 1.  ANTECEDENTES  
 
1.1 ENFERMEDAD DE PARKINSON 
 
La enfermedad de Parkinson fue descrita en 1817 por James Parkinson 
con el nombre de parálisis agitans3. Se caracteriza por la muerte progresiva de 
neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra pars compacta (SNpc) en el 
cerebro medio4. Estas células producen el neurotransmisor dopamina, 
responsable de transmitir las señales entre la sustancia negra y el cuerpo 
estriado, de tal manera que la ausencia de dopamina provoca que las neuronas 
del cuerpo estriado actúen sin control incapacitando al paciente para dirigir o 
controlar sus movimientos voluntariamente. Entre los principales signos clínicos 
que aparecen se encuentran: la acinesia (dificultad para iniciar un movimiento), 
bradicinesia (movimientos lentos), la hipocinesia (reducción de la amplitud del 
movimiento) y temblor. La causa de muerte o deterioro neuronal se desconoce 
pero se sugiere una combinación de estrés oxidativo, toxinas ambientales, 
predisposición genética y envejecimiento acelerado5-9. Sin embargo, se ha 
demostrado un incremento en la prevalencia de la EP relacionado con la edad. 
El pico de incidencia de la EP ocurre entre los 60 y 69 años de edad y sólo 
entre el 4 y 7% de los casos comienzan antes de los 40 años, en cuyo caso se 
define como EP juvenil2. 
 
Se conocen 3 subtipos de EP: el idiopático, que inicia generalmente 
después de los 50 años, el idiopático de inicio temprano, que inicia antes de los 
50 y el juvenil autosómico recesivo (EPJ-AR) que se presenta antes de los 40. 
En el tipo idiopático se ha descrito la presencia de inclusiones citoplasmáticas 
en las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra, llamados cuerpos de 
Lewy10. Estos, son inclusiones esféricas de 5-75 m de diámetro, con un núcleo 
denso eosinofílico rodeado de un halo claro, cuyo principal componente es la 
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proteína -sinucleína, la cual normalmente es soluble y, debido a una alteración 
en su estructura se agrega en fibrillas amiloides insolubles11. En cambio, en la 




1.2 ALTERNATIVAS TERAPÉUTICAS EN PACIENTES CON EP 
 
A pesar de que la EP fue descrita hace 188 años, aún no existe un tratamiento 
efectivo para los individuos que la padecen. En los años 60´s comenzó a 
utilizarse un precursor de la dopamina, la L-Dopa, el cual continúa siendo el 
tratamiento por elección12. Su administración es efectiva para aliviar la 















Figura 1. Subtipos de la EP. Se indican los 3 subtipos de la EP y se muestra una 
fotomicrografía de la sustancia negra del cerebro medio donde se observa una neurona 
con inclusiones citoplásmicas llamadas cuerpos de Lewy identificadas mediante 
inmunohistoquímica.  
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Tabla 1. Alternativas Terapéuticas. Se muestran los efectos benéficos y desventajas 
de distintos tipos de terapia. 
 
 
Este medicamento es eficaz únicamente en el inicio y en la etapa media 
de la enfermedad, después de ello el efecto es contrario, aumentando algunas 
manifestaciones de la enfermedad, mientras que el proceso degenerativo 
continúa13. Otra alternativa terapéutica utilizada, es la estimulación del cerebro 
profundo (DBS, deep brain stimulation) en el núcleo subtalámico14, se realiza 
cuando el paciente está en un estado consciente, mediante electrodos con 
cirugías estereotáxicas. Este procedimiento permite que los pacientes 
recuperen temporalmente la estabilidad de movimientos, aunque el proceso 
neurodegenerativo continúa. Por ello se pensó en el uso de transplante del 
tejido nervioso de origen fetal. Sin embargo, en cada paciente se requiere tejido 
nervioso de 6 u 8 fetos, lo que trajo consigo problemas éticos15. Incluso se han 
 
Alternativas  terapéuticas






Transplante de tejido 
nervioso fetal





• Efecto temporal 
• Proceso neurodegenerativo  continua
• Requiere de tejido nervioso de 6-8 fetos
• Porcentaje bajo de regeneración de    
neuronas dopaminérgicas
DesventajasVentajasTratamiento
Regeneración de neuronas 
dopaminérgicas
• Efecto temporal 
• Proceso neurodegenerativo  continua
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hecho transplantes de agregados celulares del cuerpo carotídeo, que producen 
catecolaminas, pero la supervivencia del implante fue muy corto16-17. Otra 
estrategia terapéutica y posiblemente la más prometedora,  consiste en utilizar 
células madre para transplantar en pacientes que padezcan alguna enfermedad 
degenerativa, como es el caso de la EP. Esta estrategia se basa en la 
capacidad que tienen las células madre de diferenciarse a cualquier tipo celular, 




1.3 DIAGNÓSTICO DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON 
 
El diagnóstico definitivo de la EP solo puede confirmarse mediante el 
análisis anatomopatológico en la autopsia del paciente diagnosticado 
clínicamente. El diagnóstico en el paciente es complicado porque se basa en 
signos característicos que pueden encontrarse en otras enfermedades 
agrupadas como parkinsonismos atípicos: parálisis supranuclear progresiva 
(PSP), atrofia multisistémica (AMS), degeneración corticobasal (DCB), 
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1.3.1 DIAGNÓSTICO CLÍNICO 
 
Actualmente el diagnóstico de la EP se establece por la clínica, apoyada 
por criterios diagnósticos del Banco Cerebral de la Sociedad de la Enfermedad 
de Parkinson del Reino Unido (UKPDSBB), la Escala Estadificadora Unificada 
de la Enfermedad de Parkinson (UPDRS), pruebas psicomotoras y métodos 
electrofisiológicos (EMG, EEG).  
 
Los criterios diagnósticos del UKPDSBB se dividen en 3 fases: 
FASE I.   Diagnóstico del Síndrome Parkinsoniano. 
FASE II.  Criterios de exclusión para el diagnóstico de la EP. 
FASE III. Criterios de apoyo del diagnóstico de la EP. 
 
La UPDRS (Unified Parkinson’s Disease Rating Scale) incluye las siguientes 
etapas analíticas: 
I. Actividades cognoscitivas 
II. Actividades de la vida diaria 
III. Exámen motor 
IV. Complicaciones del tratamiento 
V. Escalas adicionales 
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Tomando en cuenta los anteriores criterios, el valor predictivo del 
diagnóstico clínico de un parkinsonismo atípico resulta inferior al de la EP tipo 
idiopática21,22. La sensibilidad para detectar pacientes por esta metodología en 
centros altamente especializados es del 91% aproximadamente, sin embargo el 
diagnóstico es establecido cuando del 60% al 70% de las neuronas 
dopaminérgicas de la sustancia negra se encuentran degeneradas y el 
contenido de dopamina en el cuerpo estriado ha disminuido en un 80%. Lo 
anterior sugiere que el resto de las neuronas también están alteradas y por lo 
tanto parece poco probable que la terapia pueda influenciar el curso de la 
enfermedad en una etapa tan avanzada de la neurodegeneración. Además, 
estudios recientes sugieren que este desorden se caracteriza por una fase 
asintomática probablemente de años o décadas, en donde la degeneración 
neuronal ocurre antes de que aparezcan los primeros síntomas23-29.  Es por 
eso, que el mayor reto de la investigación clínica es mejorar la detección 
temprana de la EP. A partir de esta imperante necesidad, han surgido dos 
estrategias para el diagnóstico temprano de la EP.  
 
1.3.2  ANÁLISIS DE IMÁGENES DEL CEREBRO 
 
Esta estrategia consiste en obtener imágenes del cerebro por ultrasonido 
o con la radioactividad liberada de radiofármacos administrados al individuo. A 
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continuación se describen las técnicas comprendidas en este grupo y el 
potencial para diagnosticar en pacientes en etapa preclínica de la EP. 
 
1.3.2.1  SPECT y PET 
 
El análisis de imágenes por Tomografía Computarizada por Emisión de 
fotones (SPECT cerebral) o Tomografía por Emisión de Positrones (PET 
cerebral) ha sido utilizado  para dar seguimiento a la disminución de la función 
neurotransmisora, examinar la actividad metabólica y monitorear el flujo 
sanguíneo en las regiones del cerebro. En estas técnicas, se utilizan sustancias 
marcadas con isótopos radioactivos llamadas radioligandos. Estas, poseen 
características similares a los compuestos  metabolizados en determinado 
proceso biológico. Los radioligandos son administrados al paciente y 
posteriormente se obtienen las imágenes computarizadas del cerebro. Este tipo 
de técnicas diagnostican pacientes con pérdida neuronal superior al 50%, pero 
muestran una variación significativa entre individuos normales30-32.  Además, los 
métodos de medicina nuclear, no son apropiados para estudios poblacionales 
de identificación de personas con riesgo de desarrollar la EP. Ya que exponen a 
personas saludables a la radiación, los equipos son costosos y solo se 
encuentran en ciertos laboratorios, haciéndolos inaccesibles al público en 
general.   
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1.3.2.2 CENTELLOGRAFÍA CARDIACA DE LA M-YODO BENCILGUANIDINA 
(MIBG) 
 
Muchos pacientes con EP se quejan de síntomas relacionados con 
disfunción del sistema nervioso autónomo (SNA). Los síntomas más comunes 
son irritabilidad de la vejiga, sudor o constipación, antes de desarrollar signos 
característicos extrapiramidales. Además, se ha observado formación difusa de 










Tabla 2. Técnicas más utilizadas en el diagnóstico de la EP. 
 
Basándose en estos hallazgos, algunos investigadores empezaron a 







• Sensibilidad del 91%
• Bajo costo




• Diagnóstico en etapa sintomática
CaracterísticasTipo
• Análisis posmortem
• Prueba confirmatoria de la enfermedad de Parkinson
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MIBG es un análogo de noradrenalina que es transportado al interior de 
las neuronas simpáticas y puede actuar como trazador de neuronas 
catecolaminérgicas cuando esta marcado con yodo radioactivo y detectado por 
centellografía. La técnica de centellografía permite evaluar el funcionamiento de 
las neuronas adrenérgicas. En la EP, la absorción de MIBG por neuronas 
simpáticas postganglionares se reduce en la etapa temprana de la enfermedad 
en casi todos los pacientes con un puntaje de severidad clínica superior o igual 
al de Hoehn y Yahr II. Un estudio de imágenes por esta técnica logró identificar 
pacientes diagnosticados con EP con una sensibilidad del 89.7% y pudo 
diferenciarlos de pacientes con atrofia sistemática múltiple con un 94.6%33. Las 
desventajas de esta técnica son las mismas de PET cerebral y SPECT cerebral, 
además de que existe la posibilidad de confundirse con otras enfermedades. 
 
 
1.3.2.3 ULTRASONIDO TRANSCRANEAL 
 
 La sonografía transcraneal permite detectar el parénquima del cerebro. 
En la EP aumenta la ecogenicidad bilateralmente, mientras en desórdenes 
neurológicos no extrapiramidales con frecuencia se mantiene normal, aunque 
en aproximadamente el 30% de los casos el análisis no pudo distinguir estos 
dos grupos34.  
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La significancia patológica de este aumento no esta claro, pero se ha 
relacionado con los niveles de hierro y ferritina. Un aumento en los niveles de 
hierro puede aumentar la producción de las especies reactivas de oxígeno y 
exponiendo a la célula a estrés oxidativo. Existe evidencia que sugiere que esta 
técnica puede detectar pacientes asintomáticos. Por ejemplo, una alta 
ecogenicidad en la sustancia negra ha sido observada en individuos 
asintomáticos correlacionados con una reducción en la absorción de 18F-dopa 
en el putamen usando PET35, y pacientes psiquiátricos con alta ecogenicidad 
desarrollaron peores signos extrapiramidales y síntomas neurolépticos 
comparados a los individuos con baja ecogenicidad36. Además, dos estudios 
clínicos sugieren la existencia de una relación entre la alta ecogenicidad de la 
sustancia negra y la alteración de las neuronas de esta región.  Primero, 
ancianos sin un diagnóstico de la EP pero con una hiperecogenicidad de la 
sustancia negra, mostraron una mayor frecuencia y una mayor severidad en la 
lentitud de movimiento e hipocinesia que los sujetos de la misma edad con una 
ecogenicidad normal. Segundo, pacientes psiquiátricos con hiperecogenicidad 
en la sustancia negra desarrollaron signos y síntomas parkinsonianos más 
severos que los que tenían baja ecogenicidad37.    
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1. 4 BÚSQUEDA DE BIOMARCADORES EN LA ENFERMEDAD DE 
PARKINSON  
 
Los biomarcadores son sustancias utilizadas como indicadores de 
procesos biológicos normales, patológicos y progreso de la enfermedad. 
Generalmente, estos son identificados en algunos de los componentes de 
sangre periférica, lo cual permite evaluarlos de una manera fácil y económica. 
Debido a que la etiología de la EP se desconoce, los biomarcadores que han 
sido identificados solo son característicos de procesos involucrados en la 
neurodegeneración.  
 
   
1.4.1 MARCADORES GENÉTICOS 
 
 Dentro de esta categoría se encuentran mutaciones en el gen -sinucleína 
38,39. Posteriormente se identificaron mutaciones en los genes: parkin37,38, 
ubiquitin carboxy-terminal hidrolasa39, nurr140, dj-141, pink142 y en los loci: 2p13, 
12p11.2-q13, 1p32, 1p35-p36)43-46. Sin embargo, las mutaciones en estos 
genes se han restringido a cierto tipo de poblaciones. Por ejemplo, mutaciones 
en el gen parkin han sido asociadas al parkinsonismo familiar de inicio 
temprano y parkinsonismo juvenil aislado45,46. Mientras, que las mutaciones en 
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el gen -sinucleína se encuentran en personas con historia familiar indicativa de 
herencia autosómica dominante de elevada penetrancia 47. 
 
1.4.2 METALES COMO MARCADORES SÉRICOS 
 
Observaciones neuroquímicas han sugerido un rol importante de los 
metales en la EP.  Metales como Cu, Fe y Mn pueden actuar como agentes pro-
oxidantes mediante la catálisis de reacciones de radicales libres, provocando 
así, daño severo en las células del cerebro48-51. Así, la exposición laboral a Mn 
produce efectos similares a la EP52-53, mientras que la exposición a altas 
concentraciones de Al produce daños en el cerebro54. El silicón, como ácido 
silícico, parece tener un efecto protector debido a que secuestra el Al 
biodisponible55. Por otro lado poco es conocido acerca de la importancia de Ca 
y Mg en este tipo de desorden. Un estudio describió un desbalance en el 
contenido de estos dos metales  en diferentes partes del cerebro humano de 
pacientes con EP56.  
 
Cu, Mn y Zn juegan un rol importante en el balance oxidativo debido a su 
participación en la actividad antioxidante de las enzimas superóxido 
dismutasa57. Muchos estudios han mostrado un aumento  en los depósitos de 
Fe en la sustancia negra de pacientes con EP57. Un análisis de los niveles de 
estos metales en fluídos biológicos de pacientes con EP, mostró un marcado 
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aumento de Fe y Zn en sangre completa y Si en orina, mientras que los niveles 
en suero de Cu, Mg y Al fueron significativamente inferiores en suero. Además, 
los niveles de Ca en líquido cefalorraquídeo, sangre completa, suero y orina 
fueron superiores58. 
 
  1.4.3 CITOCINAS COMO MARCADORES DE INFLAMACIÓN 
 
La microglia son monocitos que se originan en la médula ósea y que 
entran al SNC durante la embriogénesis y funcionan de manera similar a los 
macrófagos periféricos. Estas células son las principales responsables del 
mecanismo de defensa. La activación de la microglia y la remoción fagocítica de 
cuerpos apoptósicos, células dañadas y microorganismos extraños en el SNC 
juegan un papel importante en el desarrollo de la homeostasis del tejido 
cerebral y en el mecanismo de defensa. Bajo condiciones normales la microglia 
muestra una morfología ramificada y se encuentra en arresto celular, sin 
embargo pequeños cambios en su microambiente o debido a cambios 
patológicos, hacen que se transformen a un estado activo mostrando una 
morfología ameboide. La activación de la microglia puede ser inducida por 
proteínas del SNC modificadas patogénicamente, antígenos de agentes 
infecciosos, proteínas priónicas o por una compleja combinación de 
biomoléculas incluyendo ATP, cAMP, interleucina-1β (IL-1β), interleucina-6 e 
interleucina-10. La microglia activada libera moléculas proinflamatorias como IL-
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1β, el factor de necrosis tumoral α (TNF-α) y óxido nítrico, cuya 
sobreproducción puede ser neurotóxica. Niveles elevados de citocinas como 
TNF-α, IL-1β e IL6 fueron encontradas en líquido cefalorraquídeo y en el cuerpo 
estriado de cadáveres de pacientes que tenían EP lo que sugiere la presencia 
de un proceso inflamatorio59-61. 
 
 
1.4.4 RADICALES LIBRES 
  
 El papel patogénico del estrés oxidativo en la EP esta basado en 
numerosos estudios que muestran marcadores de daño oxidativo. El daño 
oxidativo en las neuronas está ligado a la muerte celular provocada por el 
fenómeno de excitotoxicidad, caracterizado por la acumulación excesiva de 
glutamato en el medio extracelular. Se ha observado que las especies reactivas 
de oxígeno (ROS) o defectos en el metabolismo energético de la mitocondria 
causan un aumento en la concentración de glutamato en el medio extracelular 
que sobreestimulan a sus receptores. ROS incluye radicales libres oxígeno, 
peróxido de hidrógeno, oxígeno singulete, óxido nítrico y peroxinitrito. Estas, 
son capaces de producir daño mediante la destrucción de lípidos, rompimiento 
del DNA, producción de derivados carbonil proteicos y la formación de 
nitrotirosina.  Las neuronas dopaminérgicas son particularmente susceptibles a 
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este proceso debido a que oxidan la dopamina y tienen un alto contenido de 
hierro, el cual es un sustrato importante en la reacción oxidativa62. 
  
Potenciales biomarcadores como radicales superóxido y 
malondialdehído, la relación redox de coenzima Q10 y el compuesto 8-
hidroxiguanosina resultante de la oxidación del RNA, se encuentran en mayor 
cantidad en muestras de sangre de pacientes con EP35. Otro biomarcador 
potencial, el cual es producto de la oxidación del DNA por el peróxido de 
hidrógeno o radicales hidroxilo, es el 8-hidroxidesoxiguanosina (8-OHdG). Se 
ha observado un aumento en los niveles de este compuesto en la sustancia 
negra, líquido cefalorraquídeo, suero y orina de pacientes con EP63.  Sin 




1.4.5 INDUCTORES DE APOPTOSIS 
 
Apoptosis es el proceso de muerte celular que involucra la activación de 
una serie de mecanismos que provocan que la célula no pierda la integridad de 
su membrana, y esta se mantiene hasta que las células son eliminadas por 
fagocitosis.  Diferentes señales pueden iniciar apoptosis en las neuronas. La 
señal más estudiada es la ausencia de factor neurotrófico, el cual puede 
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desencadenar el proceso de apoptosis durante el desarrollo del SNC y 
posiblemente en los desordenes neurodegenerativos. Otros procesos que 
pueden inducir apoptosis son el fenómeno de excitotoxicidad y estrés oxidativo.  
 
En la sustancia negra de pacientes con EP se ha detectado apoptosis y 
un aumento en los niveles de moléculas involucradas en el proceso64. En 
linfocitos de sangre periférica de pacientes con EP, los niveles de la proteína 
antiapoptótica Bcl-2, caspasa 3, identificada como el mayor efector de la 
cascada apoptótica y superóxido dismutasa Cu/Zn, involucrada en la 
detoxificación de aniones superóxido, aumentaron con respecto a los individuos 
normales65. 
 
Como puede observarse, no se han identificado biomarcadores que 
tengan que ver con la etiología de la enfermedad y por lo tanto nos permitan 
hacer un diagnóstico certero. El estudio de los genes y su expresión a nivel de 
ARNm ha proporcionado poca información acerca de la enfermedad ya que solo 
se han detectado algunas mutaciones de genes involucrados en el proceso 
neurodegenerativo. Estas mutaciones se restringen a poblaciones con 
parkinsonismo familiar de inicio temprano y parkinsonismo juvenil aislado y solo 
representan aproximadamente el 5% del total de los casos con EP. Hasta 
ahora, no se han identificado biomarcadores involucrados en la etiología de la 
EP, por lo tanto solo permiten determinar procesos involucrados en la patología 
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pero no son específicos de la misma. Debido a lo anterior es necesario 
encontrar biomarcadores específicos de la EP. Sin embargo, la búsqueda debe 
hacerse mediante técnicas que permitan analizar comparativamente una gran 
cantidad de sustancias para seleccionar los potenciales biomarcadores. Un 
grupo de técnicas que permite analizar una gran cantidad de compuestos 
químicos es la proteómica.  
 
  
1.5 LA PROTEÓMICA EN LA IDENTIFICACIÓN DE BIOMARCADORES 
 
La Proteómica analiza cualitativa y cuantitativamente la composición 
proteica de una muestra biológica. Las proteínas son un blanco excelente para 
observar cambios en el patrón metabólico de los organismos vivos ya que están 
involucradas en la mayoría de los procesos biológicos. Aunque su naturaleza 
química es similar, las proteínas desempeñan una gran diversidad de funciones 
y continuamente varían sus niveles hasta en diez órdenes de magnitud en 
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El análisis del proteoma puede hacerse mediante la separación de 
proteínas por técnicas de electroforesis en geles de poliacrilamida en 
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), isoelectroenfoque (IEF), 
cromatografía de líquidos y chips de afinidad o la separación de péptidos por 
cromatografía de afinidad. Finalmente, en el caso de separación de las 
proteínas es necesario digerir con tripsina y generar los péptidos que serán 
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La  proteómica ha demostrado ser eficiente en la identificación de 
posibles biomarcadores específicos para diferentes enfermedades. En la 
investigación clínica, adquiere gran relevancia debido a que facilita el desarrollo 
de métodos diagnósticos no invasivos mediante la identificación de 
biomarcadores en plasma o células sanguíneas. El plasma es una excelente 
muestra para el diagnóstico debido a la expresión y liberación de proteínas al 
torrente sanguíneo en respuesta a estados fisiológicos como el síndrome 
respiratorio agudo72, cáncer de páncreas73, artritis reumatoide74, enfermedad de 
Alzheimer75 y esclerosis multiple76, entre otros. 
 
Hasta la fecha, no se han identificado biomarcadores específicos de la 
EP en sangre periférica o alguno de sus componentes, pero si se han aplicado 
estas técnicas para el análisis posmortem de tejido de la sustancia negra de 
humanos afectados con EP78.  Es por esto que en el presente proyecto, 
proponemos la aplicación de la proteómica para la búsqueda de nuevos 
probables biomarcadores de la enfermedad de Parkinson. 
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Hasta el momento se desconoce la causa que induce una mayor pérdida de 
neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra durante el envejecimiento en 
los pacientes con la enfermedad de Parkinson (EP). Aún no existe tratamiento 
que pueda modificar el curso de la enfermedad mediante la protección neuronal 
o retraso de la muerte celular. Una causa probable por la cual los agentes 
neuroprotectores no han sido efectivos, es el hecho de que el proceso 
neurodegenerativo es muy avanzado cuando la EP se diagnostica clínicamente. 
Estudios recientes sugieren que este desorden se caracteriza por una fase 
asintomática probablemente de años o décadas, en donde la degeneración 
neuronal ocurre antes de que aparezcan los primeros síntomas.  El contar con 
un sistema de detección de dicha etapa asintomática, permitiría iniciar un 
tratamiento neuroprotector con mejores resultados. Es decir, uno de los 
primordiales retos de la investigación clínica en esta área, es la detección de 
biomarcadores específicos que sirvan como indicadores de la presencia de un 
proceso neurodegenerativo como la EP. De allí, que la presente propuesta 
tenga como objetivo utilizar la proteómica para encontrar posibles 
biomarcadores que en un futuro permitan validarlos para elaborar una prueba 
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1.7.1 OBJETIVO GENERAL 
 
Comparar el perfil proteico del plasma sanguíneo entre individuos control y 
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1.7.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1) Comparar los resultados de los análisis clínicos de pacientes con EP e 
individuos control. 
2) Comparar el proteoma plasmático de pacientes con EP e individuos control. 
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Figura 2 Estrategia General. Se muestran las etapas involucradas en el desarrollo de 
la investigación, las cuales consistieron en: a) Obtener sangre periférica por punción 
venosa de todos los participantes en el estudio, b) Análisis clínico de sangre, c) 
Comparación de resultados entre el grupo de individuos control y EP, d) Obtener 
plasma sanguíneo, e) Obtener perfiles proteicos mediante electroforesis en geles 
bidimensionales, f) Analizar comparativamente los geles bidimensionales entre el grupo 
de individuos control y EP. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 
 
2.1  Material 
 
2.1.1  Origen de los reactivos 
 
Los reactivos para la preparación de soluciones fueron adquiridos de 
Sigma Chemical Co., Spectrum, Merck, JT Baker y Pierce. 
 
2.1.2  Material biológico 
 
Se utilizaron muestras de plasma aisladas a partir de sangre periférica de 
6 pacientes diagnosticados clínicamente con EP de tipo esporádica que 
asistieron a consulta en el Hospital Universitario “José Eleuterio González” y 6 
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Para la realización de este trabajo se utilizaron: placa de calentamiento 
con agitador magnético TROEMNER, potenciómetro Thermo Orion 410A, 
balanza analítica GR120, espectrofotómetro eppendorff Biophotometer, 
centrífugas refrigeradas Sorvall, Damon y Rotanta 460R, vortex marca Lab-line, 
Microcentrífuga Labnet, juego de micropipetas Gilson de 20, 200 y 1000 L,  
balanza analítica OHAUS, incubadora con agitación mecánica marca MRC, 
refrigeradores de -20ºC  marca TORREY y -70ºC marca SO LOW. Todo el 
equipo necesario para realizar los geles bidimensionales como: cámara de 
isoelectroenfoque, fuentes de poder, cámaras de electroforesis vertical son de 
la marca Amersham Biosciences y se utilizó un fotodocumentador ChemiDoc 
XRS system marca Bio-Rad para la captura de imágenes.  También se utilizó 
un cromatógrafo de líquidos de alta presión Waters 2695 modelo Alliance 
acoplado a un espectrómetro de masas MicroMass Q-ToF micro. 
 
El equipo utilizado para el análisis de datos esta formado por 
computadoras HP y Toshiba. Los software utilizados para el desarrollo del 
presente trabajo fueron Microsoft Word 2003, procesadores gráficos Microsoft 
Power Point 2003, Microsoft Excel 2003, Adobe PhotoShop 7.0, Quantity One 
1D Analysis, Image Master 2D Platinum 6.0, Ettan IPGphor 3 control, Protein 
Lynx Server 2.3. 
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2.3.1  RECOLECCIÓN DE MUESTRAS 
 
Se obtuvo la autorización de los participantes mediante una carta de 
consentimiento informado. Los pacientes y controles fueron entrevistados para 
obtener información detallada del estilo de vida e historial médico personal. 
Posteriormente, se colectaron las muestras de sangre periférica para su análisis 
clínico en la clínica 5 del IMSS. Los pacientes con EP fueron diagnosticados 
clínicamente por un especialista en enfermedades neurodegenerativas del 
Hospital Universitario “José Eleuterio González” y los controles fueron 




2.3.2  OBTENCIÓN DE PLASMA 
 
1. Se extrajo sangre periférica por punción venosa  en tubos con EDTA. 
2. Se centrifugaron a 1700 g  por 10 min a una temperatura entre 2°C a 
6°C. 
3. Se separó el sobrenadante y se transfirió a otro tubo. 
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4. El sobrenadante se centrifugó a 1700 g por 10 minutos para remover 
restos de plaquetas 
5. Se separó nuevamente el sobrenadante y se colocó en otro tubo para 
congelarlo a -80°C. 
 
 





1. Se tomó el equivalente en plasma a 2.9 μg de colesterol y se mezcló con 
urea 7M, tiourea 2M, DTT 0.14 M, CHAPS al 4%, biolyte 3-10 y azul de 
bromofenol al 0.002%. 
2. Se vació en el immobiline drystrip reswelling tray. 
3. Se colocó la tirilla sobre el buffer que contiene la muestra y se cubrió con 
aceite. 
4. Se dejó toda la noche aproximadamente de 16 a 17 horas. 
5. Se retiró la tirilla del aceite. 
6. Se colocó la tirilla sobre la placa de cerámica. 
7. Se cubrió con aceite. 
8. Se colocaron los electrodos sobre los papeles filtro y son asegurados. 
                                                                                                                                                   Material y Métodos 
______________________________________________________________________________________________ 
Comparación del perfil proteico del plasma sanguíneo entre individuos control y pacientes con enfermedad de Parkinson 




9. Se hizo el isoelectroenfoque utilizando los siguientes voltajes: 
 
a) 100 V hasta completar 100 Vh  
b) 200 V hasta completar 70 Vh  
c) 500 V hasta completar 500 Vh  
d) 1000 V hasta completar 800 Vh  
e) 4500 V hasta completar 11560 Vh  




2.3.3.2 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN 
CONDICIONES DESNATURALIZANTES. 
 
1. Los geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes se 
prepararon de acuerdo al método descrito por Laemmli en 1970. 
2. Una vez terminada la corrida, a las tirillas se les quitó el exceso de aceite 
y se sumergieron por 15 min en  urea 6 M, ditiotreitol 0.065 M, tris-HCl 50 
mM, glicerol 30%, dodecil sulfato de sodio al 2%, azul de bromofenol al 
0.002%. 
3. Se retira la solución y se sumergen por 15 min en  urea 6 M, tris-HCl 50 
mM, glicerol 30%, iodoacetamida 2.5%, dodecil sulfato de sodio al 2%, 
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azul de bromofenol al 0.002%. 
4. Posteriormente se tomaron las tirillas con pinzas para colocarlas en el gel 
polimerizado y se sello con agarosa fundida. 
5. Se dejaron polimerizar por 5 min. 
6. Se termina de armar la cámara de electroforesis y se inició la corrida a 8 
Watts por 10 horas y posteriormente se subió 50 Watts dejando correr 
hasta que faltaran alrededor de 0.5 cm para que saliera el azul de 
bromofenol del gel. 
7. Se detuvo la corrida y se sacaron los geles. 
8. Se colocaron en una vasija con metanol al 50% y ácido acético al 10% y 
se incubaron por 30-60 min. 
9. Se lavaron con agua destilada  por 20 min, 2 veces. 
10. Finalmente se agrega la solución de Coomassie coloidal y se dejó por 
16-24 hrs en agitación. 
11. Se retiró la solución de Coomassie coloidal. 
12. Se agregó agua destilada se dejo en agitación para quitar el exceso de 
colorante. 
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2.3.4 Análisis  de imágenes con el software Image Master 2D Platinum 6.0 
 
1. Las imágenes de los geles fueron capturadas en un ChemiDoc XRS en 
el formato del aparato.  
2. Posteriormente las imágenes en el formato SCN fueron convertidas a 
formato TIFF con el software Quantity One. 
3. Se capturaron con el software Image Master 2D Platinum 6.0 y se indico 
que eran imágenes de geles teñidos con azul de Coomassie. 
4. Se detectaron las manchas automáticamente para cada gel. 
5. Se verificó que las manchas fueron detectadas correctamente y en caso 
de no haber sido detectadas se adicionaron como manchas a la base de 
datos. 
6. Una vez revisadas las replicas de cada persona se traslaparon los geles 
para determinar la manchas que aparecen en al menos 2 geles. 
7. Se verificó que las manchas fueran traslapadas correctamente y en caso 
de no haber sido traslapadas se adicionaron como manchas traslapadas 
a la base de datos. 
8. Se traslaparon los geles de todos los individuos control para determinar 
las manchas que se encuentran en todos los geles. 
9. Se verificó que las manchas fueran traslapadas correctamente y en caso 
de no haber sido traslapadas se adicionaron como manchas traslapadas 
a la base de datos. 
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10. Después se repitieron los pasos 8 y 9  para el grupo de EP. 
11. Se comparan los geles entre los 2 grupos de estudio y se verifica que el 
traslape se haya hecho correctamente. 
12. Finalmente, se le pidió al programa que haga un comparativo entre los 2 
grupos. 
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3.1  HISTORIAL MÉDICO 
 
Los datos clínicos obtenidos fueron colectados por el MCP Marco A. 
Morales Garza. En la tabla 1 se muestran datos de los pacientes incluidos en el 
presente estudio. Cuatro pacientes presentaron un tipo de EP de inicio tardío y 
dos de ellos de inicio temprano. Los primeros tres pacientes tienen menos de 5 
años de padecer la EP mientras que los últimos 3 tienen 10 o más años. Se 
pudo observar que todos ellos estuvieron en contacto con sustancias químicas 
y pesticidas debido a su trabajo. El paciente 1 fumó por 15 años, el 2 y el 6 han 
utilizado marihuana. 
 
Todos los pacientes presentan depresión en mayor o menor grado. Por 
otro lado los pacientes 2, 3, 5 y 6 tienen otras enfermedades y por lo tanto 
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3.2  ANÁLISIS CLÍNICOS 
 
Se colectaron las muestras de sangre por punción venosa de cada uno 
de los participantes en el estudio y el análisis sanguíneo se hizo en la clínica No 
5 del IMSS. Una vez reportados los resultados se calculó el promedio y la 
desviación estándar de cada uno de los analitos reportados en el grupo de 
individuos control y pacientes con EP y se compararon los valores, sin embargo 
no se encontró diferencia significativa en alguno de los analitos (Figura 3). 
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Paciente Número 1 2 3 4 5 6 
 Edad 61 54 62 57 63 50 
 Inicio de la EP 59 51 57 47 50 35 
 
Tiempo de 
padecimiento 2 3 5 10 13 15 
 
Traumatismo 
craneal Ninguno Ninguno Ninguno 
Futbol 

















soldadura Negativo Negativo Negativo 
 Pesticidas Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo Positivo 
Toxicomanías Fumar 15 años Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo 











tardío Inicio temprano 
 Depresión Menor Moderada Menor Mayor Menor Menor 
 
Diabetes 
Limitrofe Negativo Negativo Positiva Negativo Negativo Negativo 




s    
Diagnóstico 
Diabetes 
Mellitus 2 Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo 
 Arritmia Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo 
 Vitiligo Negativo 
Positivo 
hace 10 
años Negativo Negativo Negativo Negativo 
 Hipertensión Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo 
 
Medicamento 





Levodopa Levodopa Levodopa Levodopa Levodopa 
Tratamiento 
Medicamento 
3 Diazepam Cifrol Cortisonel  Diazepam Biperideno 
 
Medicamento 
4  Omeprazol Metformina  Metobrolol Glibenclamida 
 
Medicamento 
5  Telormin   
Cinarizina/ 
Naproxeno Drovastatina 
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3.3  GELES BIDIMENSIONALES. 
 
Una vez obtenidas las imágenes de los geles bidimensionales estas se 
analizaron mediante el software Image Master 2D Platinum 6.0. Sin embargo no 
se encontraron diferencias entre el grupo de individuos control y el de EP.  
 
Figura 3. Comparación de resultados de análisis clínicos de laboratorio entre el 
grupo de individuos control y pacientes con EP. Las barras claras corresponden al 
grupo de individuos control mientras que las oscuras corresponden al grupo de EP.  
 
Al comparar los doce proteomas se logró distinguir dos patrones de 
manchas proteicas. Un grupo comprende el 66.67% de los individuos (perfil 
proteico A) y se pueden observar 3 manchas encerradas en una elipse en la 
Figura 4. En el 33.33% restante (perfil proteico B) no están presentes.  El 
tamaño de una de estas manchas diferenciales corresponde a un PM 
                                                                                                                                                                 Resultados 
______________________________________________________________________________________________ 
Comparación del perfil proteico del plasma sanguíneo entre individuos control y pacientes con enfermedad de Parkinson 




aproximado de 21 kDa y un pI de 5.7 y el PM de las otras dos es de 
aproximadamente 20 kDa con un pI de 5.4 y 6.1. Estas manchas diferenciales 
no se correlacionan con la edad, historial o los resultados de los análisis 
clínicos.  Posteriormente se analizó la presencia de cada una de estas manchas 
diferenciales en los 36 geles mediante la utilización del software Image Master 
2D Platinum 6.0 (Figura 5).  
Posteriormente realizamos un análisis comparativo del perfil proteico, y 
de los resultados de los análisis clínicos entre el grupo control y el de Pacientes 
con EP que estaban incluidos en el grupo de perfil proteico A y otro análisis 
similar para el B. No encontramos diferencias dentro del perfil A. Mientras que 
en el grupo B, observamos una ligera diferencia en el número de neutrófilos y 
basófilos entre los grupos de estudio, ya que el número observado queda 
dentro de los valores normales. La cantidad observada de estos tipos celulares 
en el grupo de pacientes con EP fue de 4580 neutrófilos/μl + 1414 y 80 
basófilos/μl + 8. Mientras que en el grupo control encontramos 2285 
neutrófilos/μl + 587 y 47 basófilos/μl + 9 (Figura 6). Finalmente observamos que 
nuestro grupo de pacientes de perfil proteico B incluye dos pacientes que tienen 
en común la enfermedad Diabetes mellitus tipo 2 y son los pacientes con mayor 
tiempo de padecer la EP. La diferencia entre estos pacientes es el inicio de la 
EP, ya que en uno inició a los 50 años (EP de inicio tardía) mientras que en el 
otro inició a los 35 años (EP de inicio temprano).  
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Figura 4. Geles bidimensionales de perfil proteico A y B de personas incluidas en 
el estudio. Se muestran geles bidimensionales representativos de cada grupo. En los 
geles se pueden observar manchas que corresponden a proteínas que se encuentran 
en un rango de punto isoeléctrico de 4 a 7. La segunda dimensión se hizo en SDS-










Figura 5. Localización de proteína con clave 23666 en los 36 geles 
bidimensionales. En la figura se muestran pequeñas ventanas donde se observa la 
misma mancha en todos los geles con excepción de 6 geles en los individuos control y 
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                                                                                                                                                                 Resultados 
______________________________________________________________________________________________ 
Comparación del perfil proteico del plasma sanguíneo entre individuos control y pacientes con enfermedad de Parkinson 









Figura 6. Comparación de células blancas de individuos control y pacientes con 
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El análisis comparativo del proteoma sérico de individuos control y 
pacientes con EP demostró el aumento de 9 proteínas, 4 de ellas provienen del 
complemento C3b-cadena α y los factores H, Bb y la proteína amieloide pre-
sérica, más sin embargo no son específicas para la EP79. En nuestro estudio 
probablemente no se encontraron diferencias debido a que el plasma contiene 
la totalidad de las proteínas extracelulares de la sangre mientras que el suero 
carece de los factores de coagulación, es decir, dichos factores de coagulación 
presentes en el plasma no permiten observar las proteínas que están en menor 
cantidad. Otro aspecto a considerar es que utilizamos una técnica de tinción 
menos sensible como lo es el Azul de Coomassie coloidal el cual tiene un límite 
de detección de 30 ng de proteína mientras que el Sypro Ruby tiene un límite 
de detección de 0.25 ng80, motivo por el cual detectamos una menor cantidad 
de proteínas en los geles bidimensionales, aunque ellos no reportan el número 
de proteínas que observan en los geles. 
 
 En nuestro estudio se encontraron dos tipos de perfiles proteicos. En el 
perfil proteico A se detectaron 3 proteínas con un PM aproximado de 21 KDa y 
dos proteínas de 20 KDa mientras en el perfil proteico B están ausentes. El 
punto isoeléctrico fue de 5.7, 5.4 y 6.1 respectivamente. El perfil proteico A que 
presenta las tres manchas en los geles representa el 66.67 % de los 
participantes mientras el resto de los participantes carece de estas tres 
proteínas (perfil proteico B).  
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En nuestro grupo control encontramos 4 individuos presentando el perfil 
A y 2 con el perfil B. De manera similar, en el grupo de pacientes con EP 
también encontramos 4 individuos con el perfil A y 2 con el perfil B, pero con la 
diferencia de que estos últimos 2 pacientes tienen Diabetes mellitus tipo 2. La 
observación de dos perfiles proteicos en los grupos de estudio (controles y 
pacientes con EP) y que ambos perfiles se encontraron en la misma proporción 
(4 controles y 4 pacientes con patrón A y 2 controles y 2 pacientes con patrón 
B), sugiere dos posibilidades: a) que existen diferentes tipos de poblaciones 
dentro de los dos grupos de estudio (controles y pacientes) o b) que el perfil 
proteico tipo B en el grupo control muestre un perfil proteico de personas con  
Diabetes mellitus tipo 2 sin presentar síntomas. Por tal motivo es importante 
identificar estas proteínas para encontrar si hay reportes de alguna correlación 
con EP y/o Diabetes Mellitus tipo 2.  
Al buscar correlacionar estos 2 grupos con datos del historial clínico y/o 
resultados de análisis clínicos, no se encontró ninguna correlación.   
Cuando se compararon los resultados de los análisis clínicos y los 
proteomas del grupo control con pacientes que tienen perfil proteico tipo A, no 
encontramos diferencias. Se hizo el mismo análisis comparativo entre controles 
y pacientes con perfil proteico B encontrando una mayor cantidad de neutrófilos 
(4580 células/μl + 1414) y basófilos (80 células/μl + 8) en el grupo de pacientes 
con EP que en el grupo control (neutrófilos=2285 células/μl + 587 y 
basófilos=47 células/μl + 9). Aunque existen diferencias entre los individuos 
control y pacientes con EP en el grupo de individuos con perfil proteico B en la 
cantidad de neutrófilos y basófilos estos se encuentran dentro de los valores 
normales de la población en México (neutrófilos= 2000-6900 células/μl y 
basófilos= 0-200 células/μl). Por otra parte son solo diferencias entre 2 
individuos control y 2 pacientes con EP (además de presentar Diabetes mellitus 
tipo 2) por lo que es importante seguir incluyendo más personas en el estudio 
para ver si se comportan de la misma manera. 
  Discusión de resultados 
_______________________________________________________________________________________________ 
Comparación del perfil proteico del plasma sanguíneo entre individuos control y pacientes con enfermedad de Parkinson 




La presente investigación es el primer comparativo de perfiles proteicos 
de plasma sanguíneo entre pacientes con EP e individuos control. Aunque no 
se encontraron diferencias entre los grupos, es necesario seguir evaluando 
perfiles proteicos de este tipo de muestra ya que las proteínas que se 
encuentran en mayor cantidad no nos permiten ver las de mediana y baja 
abundancia, por lo que es necesario estandarizar técnicas cromatográficas o de 
precipitación para el fraccionamiento del plasma hasta encontrar una fracción 
donde se observen una mayor cantidad de proteínas diferenciales. Otro aspecto 
importante en la parte experimental es trabajar con un pool de muestras de 
cada grupo ya que el análisis computacional de los geles bidimensionales 
consume mucho tiempo, así solamente se compararían 3 geles del grupo con 
EP y  3 geles del grupo control en lugar de 36 o más geles que equivaldrían a 6 
pacientes con 6 controles. 
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1. Los resultados de los análisis clínicos entre el grupo control y EP no 
mostraron diferencias significativas. 
2. El perfil proteico entre los grupos analizados, control y EP, no mostró 
diferencias significativas. 
3. El grupo de pacientes con EP  y el grupo control mostraron dos patrones 
proteicos. 
4. Los pacientes que presentan uno de los patrones proteicos tienen en 
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Se logró estandarizar las condiciones para la obtención de perfiles 
proteicos de plasma sanguíneo mediante geles bidimensionales. Esto permitirá 
seguir comparando más geles bidimensionales de las personas incluidas en el 
presente estudio para observar  cambios conforme avanza la EP e ir creando 
una base de datos que permita la inclusión de personas de más de 50 años 
como en el presente estudio. 
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